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Resumo

A obesidade, decorrente do consumo de dietas ricas em acucar e gordura,
induz a inflamacdo e estresse oxidativo que, ao atingirem o hipotalamo,
alteram a sinalizacao da leptina. A bergamota (Citrus bergamia), apresenta
acao antioxidante e anti-inflamatdria com beneficios comprovados em
algumas doencas metabdlicas. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito
terapéutico do extrato de folhas de bergamota sobre a resisténcia a leptina
em modelo experimental de obesidade induzida por dieta rica em acucar e
gordura. Ratos Wistar machos (n=28) foram distribuidos em 2 grupos para
receberem dieta controle (C, n=14 animais) e dieta rica em acucar e gordura
(HSF, n=14 animais) por 20 semanas. No fim desse periodo, foi detectada
diferenca estatistica nos niveis plasmaticos de leptina entre os grupos;
assim, os animais foram subdivididos em 4 grupos; no grupo controle, 7
animais receberam a dieta controle com tratamento placebo (C, n=7) e
outros 7 animais receberam a dieta controle com extrato das folhas de
bergamota (C+B, n=7). A mesma distribuicdo ocorreu no grupo HSF,
mantendo a dieta rica em agucar e gordura e &gua com sacarose, 7 animais
receberam tratamento placebo (HSF, n=7) e outros 7 animais receberam o
extrato de folhas de bergamota (HSF+B, n=7). Esse procedimento foi
realizado por 10 semanas. A administracdo desse extrato, diluido em agua
potavel, foi realizada diariamente por gavagem, na concentracdo de 50
mg/Kg de peso, o placebo foi composto apenas com agua potavel e
administrado da mesma forma. Foram avaliados parametros nutricionais
(peso, ingestdo de racdo e agua e calorias ingeridas), indice de
adiposidade, concentragdo de adipocitocinas pro-inflamatorias, indicadores
do estresse oxidativo no tecido adiposo e hipotalamo e comorbidades como
glicemia, triglicérides, insulina, leptina e resisténcia insulinica pelo célculo
do HOMA-IR. Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
considerando valor de p < 0,05. Para comparacgéo entre todos 0s grupos,
as variaveis estatisticamente significativas foram submetidas ao teste post-
hoc de Tukey. Ao término do experimento, os animais do grupo HSF + B,
apresentaram melhora da inflamacéo e do estresse oxidativo no hipotalamo
e no tecido adiposo, diminuicdo da glicemia, triglicérides e HOMA-IR. Os
niveis de leptina plasmaticos também reduziram com o tratamento do
extrato. Sendo assim, diante desses resultados, podemos concluir que o
extrato das folhas de bergamota se apresenta efetivo sobre a resisténcia a
leptina associada a obesidade.

Palavras chave: obesidade; resisténcia leptina; bergamota



Abstract

Obesity, resulting from the consumption of diets rich in sugar and fat,
induces inflammation and oxidative stress that, upon reaching the
hypothalamus, alter the functions of leptin. The suggested mechanism is the
failure in the phosphorylation of this hormone, caused by the excessive
production of reactive oxygen species and pro-inflammatory cytokines, a
characteristic feature of excess fat mass. Bergamot (Citrus bergamia), has
antioxidant and anti-inflammatory action with providing benefits in some
metabolic diseases. The aim of this study was to evaluate the therapeutic
effect of bergamot leaf extract on leptin resistance in an experimental model
of obesity induced by a diet high in sugar and fat. Male Wistar rats (n=28)
were divided into 2 groups to receive a control diet (C, n=14 animals) and a
high sugar and fat diet (HSF, n=14 animals) for 20 weeks. At the end of this
period, a statistical difference was detected in plasma leptin levels between
the groups; thus, the animals were subdivided again into 4 groups; in the
control group, 7 animals received the control diet with placebo treatment (C,
n=7) and another 7 animals received the control diet with bergamot leaf
extract (C+B, n=7). The same distribution occurred in the HSF group,
maintaining a diet rich in sugar and water with sucrose, 7 animals received
placebo treatment (HSF, n=7) and another 7 animals received bergamot leaf
extract (HSF+B, n=7). This procedure was performed for 10 weeks. The
administration of this extract, diluted in drinking water, was performed daily
by gavage at a concentration of 50 mg/Kg of weight. The placebo was
composed only with drinking water and administered in the same way.
Nutritional parameters (weight, feed and water intake and calories ingested),
adiposity index and concentration of pro-inflammatory adipocytokines and
indicators of oxidative stress in adipose tissue and hypothalamus and
comorbidities such as blood glucose, triglycerides, insulin, leptin and insulin
resistance were evaluated by calculating the HOMA-IR. Two-way analysis
of variance (ANOVA) was performed, considering a p-value < 0.05. For
comparison between all groups, the statistically significant variables were
submitted to Tukey's post-hoc test. At the end of the experiment, the animals
that received the treatment with bergamot leaf extract, showed improvement
in inflammation and oxidative stress in the hypothalamus and adipose
tissue. In the metabolic and nutritional parameters, a decrease in blood
glucose, triglycerides and HOMA-IR can also be observed. Plasma leptin
levels also reduced with extract treatment. Thus, given these results, we can
conclude that the extract of bergamot leaves is effective on leptin resistance
associated with obesity.

Keywords: obesity; leptin resistance; bergamot
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Visao geral da obesidade

A obesidade, doenca que se tornou pandémica nas ultimas décadas,
é definida como o acumulo excessivo de gordura corporal que pode
acarretar prejuizos a saude (1). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
identifica o quadro de obesidade baseado no indice de massa corporal
(IMC), calculado através da relacéo entre o peso corporeo (Kg) e a estatura
(m?) do individuo. Os resultados iguais ou superiores a 30 Kg/m2 séo
classificados como obesos e subdivididos em diferentes estagios, os quais
sao caracterizados como grau | (moderado excesso de peso, IMC entre 30
- 34,9 Kg/m?), grau Il (obesidade leve ou moderada, IMC entre 35 — 39,9
Kg/m2) e grau lll (obesidade morbida, o IMC excede 40 Kg/m?) (2). No
cenario mundial, a estimativa é de que 2,3 bilh6es de pessoas sejam acima
do peso, e 700 milhdes sejam obesas em 2025 (3). O crescimento
exponencial dessa doenca se deve a modificacdo no estilo de vida
decorrente da industrializacdo e urbanizacdo, especialmente nas
sociedades ocidentais acarretando sobrecarga nos sistemas de saude (4).

Dentre os fatores etiolégicos da obesidade estdo condicbes
psicossociais, ecolégicos, socioecondmicos, genéticos, hormonais e
culturais (5). No entanto, a principal causa fundamental envolve o
desequilibrio entre a energia ingerida e o gasto energético, condicdo que
favorece o aumento dos estoques de gordura no tecido adiposo
desencadeando ampliacdo da massa adiposa, consequentemente, a
obesidade (6). Diversos mecanismos tém sido apontados como
consequéncia negativa da expansado da gordura corporal, dentre eles a
inflamagéo (1) e o estresse oxidativo (5). Esses dois fendmenos sé&o
considerados pilares no desenvolvimento das complicacbes e
comorbidades, que acompanham essa doenca. Sendo assim,
compreender as caracteristicas e fun¢des do tecido adiposo é de extrema

relevancia para que em um futuro proximo, intervencbes possam ser
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empregadas para um possivel retardamento ou prevencdo nas

manifestacdes de suas complicacdes e comorbidades.

Tecido adiposo

O tecido adiposo (TA) € um 6rgdo complexo que exerce diversas
funcdes no ambito celular, tecidual e sistémico. E constituido basicamente
por adipdcitos, pré-adipocitos, células do sistema imunolégico, fibroblastos
e células do endotélio vascular (7). Em mamiferos, esse tecido é
subdividido em trés tipos que sao classificados de acordo com a sua
coloracdo, assim temos o tecido adiposo branco (White adipose tissue —
WAT), marrom (Brown Adipose Tissue - BAT e bege (Brown-like Adipose
Tissue — bAT) (8).

O WAT representa a maior parte da massa tecidual adiposa nos
seres humanos, encontrado em areas viscerais, subcutaneas e regides
gluteofemorais, com importante fungdo no armazenamento de triglicérides
e mobilizacdo de energia (9). Outro papel essencial atribuido a ele, é
referente a sua atividade enddcrina, por secretar diversas substancias
conhecidas como adipocinas; dentre elas estdo a adiponectina, leptina,
glicocorticoides, angiotensina, resistina, fator de necrose tumoral (TNF)-q,
interleucina (IL)-6, acidos graxos livres, entre outras (10). Dessa forma, a
partir da acdo dessas substancias produzidas por ele, esse tecido possui a
capacidade de participar da funcgéo fisioldgica de diversos processos como
a regulacdo do apetite, manutencdo do peso corpéreo, no sistema de
coagulacao, angiogénese, fibrinodlise, imunidade, controle do tdbnus vascular
e metabolismo de lipidios (11).

O tecido adiposo marrom dispde de 4,3% da massa adiposa total,
sendo predominantemente localizado em regides supraclaviculares e
interescapular (12). Diferente do WAT, os adipdcitos marrons sdo mais

vascularizados e inervados, com ac¢do voltada a termogénese, por serem
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ricos em mitocondrias (13). Essas organelas, através da proteina
desacopladora 1 (uncoupling protein - UCP1) oxidam lipidios para gerar
calor, tornando esse tecido com fungéo oxidativa, possibilitando o aumento
da taxa metabdlica e do gasto energético (7).

Recentemente, tem-se estudado um novo tipo de tecido adiposo
conhecido como tecido adiposo bege e sua capacidade de
transdiferenciagao ou “brown convertion”, o qual apresenta caracteristicas
intermediarias entre o WAT e BAT, com comportamento semelhante ao
WAT referente ao armazenamento de excesso de energia, porém com acao
termogénica quando ha o aumento da fungdo mitocondrial e da expressao
de UCP1 (7). Sendo assim, sua caracteristica varia de acordo com as
condicbes metabdlicas, pois mesmo apresentando baixa quantidade de
UCP1, se comparado com o BAT, sdo altamente reativas sob estimulacéo
(1), tornando-se um alvo terapéutico para obesidade e doencas
metabdlicas. O bAT representa 3,1% da gordura corporal total em homens
adultos e 7,5% em mulheres (14). Pesquisadores observaram adipécitos
caracteristicos de tecido adiposo bege, na regido supraclavicular, no
entanto, ainda sdo escassos 0s estudos sobre essa coloracdo de tecido.
Evidéncias apontam que a exposi¢ao ao frio pode estimular o aumento da
expressdo génica de UCP1 na gordura subcutanea, favorecendo a
transicéo de tecido branco para bege (15).

Com essa explanacédo sobre a funcdo e as caracteristicas dos tipos
de tecido adiposo, podemos atribuir que, em condic¢des fisioldgicas, € um
orgdo complexo e fascinante com importante papel no funcionamento
fisiologico. A literatura descreve que diante de um desequilibrio onde ocorre
aumento da ingestéo caldrica e a diminuigdo do gasto energético, o tecido
adiposo se expande pelos mecanismos de hipertrofia e hiperplasia dos
adipécitos. Essa expansado torna esse oOrgao disfuncionante trazendo
diversas complicacdes, pois € o gatilho inicial para o desenvolvimento
fisiopatoldgico dos disturbios relacionados a obesidade (16,17).
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Em um cenério de disfuncdo do tecido adiposo, caracteristico da
obesidade, h& alteracdes no metabolismo de lipidios, reducdo do fluxo
sanguineo tecidual, menor expressdo de genes angiogénicos e baixa
densidade capilar acarretando a falta de suprimento de oxigénio com
possivel necrose tecidual (18). Além disso, principalmente devido a
hipertrofia, ocorre o aumento da producdo de alguns hormonios, citocinas
pré-inflamatérias, espécies reativas de oxigénio, implicando em um
processo inflamatério e de desequilibrio do sistema redox, os quais se
tornam sistémicos com a cronicidade desse processo (19). No entanto,
estudos relatam que a expansao do tecido adiposo por hiperplasia néo
necessariamente induz o aumento do risco de doencas metabdlicas e
cardiovasculares, sendo a hipertrofia adipocitaria um fator mais relevante
para a fisiopatologia dessas doencas associadas a obesidade, ja que
promovem uma sobrecarga nos adipécitos. Esse fato possivelmente explica
a proporcao sutil de individuos obesos que ndo apresentam comorbidades
e sindrome metabdlica (18,19).

Pesquisas apontam que além da hipertrofia e hiperplasia, o alto
consumo de acidos graxos saturados, também pode contribuir para
disfuncdo do tecido adiposo e manifestacdo de comorbidades. O
mecanismo envolvido é que esse tipo de gordura pode ativar os receptores
Toll-like (TLRs) por apresentarem a mesma composi¢cao transmembrana
das bactérias, lipopolissacarides (LPS) (20). Esses receptores sao
expressos em macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e adipdcitos, e
guando ativados, acionam a resposta imune inata produzindo citocinas proé-
inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, potencializando o quadro
inflamatorio e o desequilibrio redox (21). A ativacdo desses mecanismos
ocorre atraves do recrutamento de quinases associadas ao receptor de IL-
18 para ativar o receptor de TNF, que consequentemente promove ativagéo
do complexo IKK e, assim, ocorre a fosforilagdo do IkB e a sua degradacgao

resulta no fator de transcricdo nuclear (NF-kB) que, no nucleo, induz a
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liberacdo de citocinas pro-inflamatodrias. Nesse sentido, podemos definir
que a inflamagao oriunda da obesidade desencadeada pelos fatores
descritos acima, € uma metainflamacéo, uma vez que é desencadeada por
fatores metabdlicos e ndo por agentes patogénicos (22). Acompanhado da
metainflamacg&o, outra adipocina que sofre alteracdo em sua secrecéo
decorrente da expanséo do TA é a leptina, conhecida como o hormdnio que

atua no controle da fome (23).

Leptina e aresisténcia na Obesidade

A leptina (do grego leptos = magro) é uma proteina constituida de
167 residuos de aminoacidos, com peso molecular de aproximadamente 16
kDa, tendo seu gene localizado no cromossomo 7931 em seres humanos.
Trata-se de uma das primeiras adipocinas descobertas através de
pesquisas cientificas realizadas no laboratorio de Jeffrey Friedman em
1994, na universidade Rockefeer em Nova lorque (24).

Esse horménio esta envolvido em varios processos fisioldégicos, com
importante papel no metabolismo de glicose e gorduras, no sistema
imunologico, reprodutor, cardiovascular e inclusive no controle do sistema
hematopoiético, porém sua atribuicdo mais relevante esta na regulacdo do
consumo de alimentos e na homeostasia energética (25).

A leptina é produzida principalmente pelos adipocitos e sua maior
liberacdo ocorre durante a noite e nas primeiras horas do dia, com tempo
de meia vida plasmética de 30 minutos. Sua secrecdo € estimulada pela
insulina e outros peptideos gastricos como, por exemplo, a grelina, logo
apos a ingestao alimentar (26). Ao ser produzida no tecido adiposo, a
leptina é disponibilizada na corrente sanguinea e sua acao, em mamiferos,
ocorre principalmente no hipotalamo, sistema nervoso central (SNC). Ao
atravessar a barreira hematoencefalica, a leptina se liga aos receptores
especificos de cadeia longa, denominados ObRb ou LEPR-B (Leptin
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Receptor Long Isoform), os Unicos que possuem todos os dominios de
proteinas necessarios para a sinalizagao (27,28). Apos a ligacéo da leptina
ao seu dominio extracelular, ha ativacdo da JAK2 (Janus quinase-2), que
fosforila outros residuos de tirosina (Tyr985, Tyr 1077 e Tyr1138), assim
ativando signal transducers and activators of transcription (STAT3), o qual
se transloca para o ndcleo e inicia a transcri¢cdo de genes alvo, ativando os
neurdnios pro-opiomelanocortina (POMC) que inibem a atividade orexigena
de neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionada a Agouti (AgRP),
resultando na inibicdo do apetite e aumento do gasto energético (29).
Ademais, a ativacdo de POMC induz a expressao e secrecdo de peptideos
derivados do hormonio estimulador de melandcitos-alfa (a-MSH), os quais
sdo liberados em terminais do axbnio e se ligam aos receptores de
melanocortina 3 e 4 (MC3R e MC4R), que também modulam o gasto
energético e o consumo alimentar, respectivamente (30). Além disso, a
partir da translocacéo nuclear de STAT3, também ocorre a transcricdo do
supressor of cytokine singnaling 3 (SOCS-3) que inibe os receptores LEPR-
B, atuando como um sinalizador negativo para acao da leptina, controlando
a acao desse hormonio (Figura 1) (26,31). Ainda nesse feedback negativo,
hé& participacdo de outra molécula com importante papel no metabolismo da
leptina e insulina, a proteina tirosina fosfatase 1B (Protein tyrosine
phosphatase 1B - PTP1B) (24), estando envolvida em uma série de
atividades enzimaticas transcricionais e translacionais, e pode ser alterada
por processos de oxidacgao e fosforilagcdo. Essa proteina permanece restrita
a regido citoplasmatica, préxima ao reticulo endoplasmatico, por conter

segmentos C-terminal hidrofébicos (32).

20



Sistema nervoso central Hipotalamo
a leptina atravessa a
barreira hematoencefalica

Meio extracelular ‘

006000000000000000000000 000000000
| ni | |

e

: “ Membrana celular .
Res on ==
SOOOOOOOOO00

Citoplasma

tromc
{ NPY
} AgrP

2

of= Leptina
Q LY o broduzida nos adipdcitos
J/ "\ N e disponibilizada na
circulagdo sanguinea

Figura 1. Mecanismo fisiol6gico da SOCS-3 no controle da acdo da leptina. Ao ser
produzida pelos adipécitos e disponibilizada na circulagao sanguinea, a leptina atravessa
a barreira hematoencefalica e age no hipotalamo, em receptores LEPR-B, ativando a JAK2
que fosforila residuos de tirosina e recruta STAT3, o qual se transloca para o nuicleo e
inicia a transcricdo de genes anorexigenos e SOCS3, que exerce a¢do inibitéria ao
receptor de leptina, controlando a agdo desse hormdnio.

No ambiente extracelular, o MC3R € expresso na placenta, intestino,
timo, TA e principalmente no SNC. A literatura sugere que o MC3R
expresso pelo TA tenha influéncia no aumento do gasto energético e na
lipélise mediados pelo a-MSH, relata-se também sobre a evidéncia de seu
efeito auto-regulatério por ser expresso nos neuronios POMC e NYP/AGRP
(33). O MC4R é encontrado sobretudo no hipotalamo, sendo ativado pelo
a-MSH, e atua reduzindo o consumo alimentar. Mutagdes nesse receptor
representam o distlrbio genético mais comum de obesidade humana de
inicio precoce, e sua Inativacdo resulta em obesidade associada a
hiperfagia, hiperinsulinemia e hiperglicemia (27).

Para mais, h4 evidéncias sobre a acdo da leptina na regulacéo
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energeética via estimulacéo da perda de energia sob forma de calor, induzida
pelo sistema nervoso simpético ou tireoide, por meio da expressao de
proteinas desacopladoras da mitocondria (UCP-1), do tecido adiposo
branco (UCP-2) e/ou do mduasculo (UCP-3), as quais favorecem a
termogénese, desacoplando a cadeia transportadora de elétrons da sintese
de adenosina trifosfato (ATP) (34).

As concentracdes de leptina sdo correspondentes ao volume de
células adiposas, e aumentam proporcionalmente ao percentual de gordura
corporal. Adicionalmente, fatores como a idade, o género, a rotina de
exercicio fisico, a ingestio calérica e o indice de Massa Corporal (IMC)
também interferem nas concentracdes de leptina (26). Sendo assim, visto
gue obesos apresentam maior concentracdo plasmatica desse hormonio,
deveriam apresentar maior controle sobre os mecanismos de fome e
saciedade. No entanto, tal acdo esperada ndo acontece e, embora esse
mecanismo nao tenha sido totalmente elucidado, apontam-se alguns
fatores que colaboram para esse cenario (35), como a auséncia de
interacdo entre a leptina e seus receptores-alvo por deficiéncia no seu
transporte através da barreira hematoencefalica, dessensibilizacdo do
receptor por exposicao crénica ao aumento de leptina plasmatica ou uma
falha em sua sinalizacdo devido a superexpressdo de reguladores
inibitorios, levando a uma exposicdo crénica de hiperleptinemia que
caracteriza o quadro de resisténcia a leptina (27,36).

Em condicbes de obesidade, induzida por dieta rica em acucar e
gordura, 0s mecanismos mais provaveis relacionados a essa resisténcia
hormonal sdo a inflamacéo e o estresse oxidativo. A principio, 0 consumo
de dieta rica em gordura contribui amplamente para esse cenario, ja que 0s
acidos graxos saturados presentes nessa dieta sdo capazes de causar
estresse do reticulo endoplasmatico (RE) por ativacdo de TLR (37)
estimulando o fator nuclear kappa B (NF-kB) a produzir citocinas proé-

inflamatorias. Nesse contexto, o RE € considerado uma estrutura chave por
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regular a sintese de proteinas, metabolismo de lipideos, gliconeogénese e
sinalizacao de calcio, assim tendo um impacto direto na obesidade (38,39).
O acumulo de colesterol no RE, advindo dessa dieta, possivelmente afeta
as proteinas transmembranas da célula, permitindo que as citocinas pro-
inflamatdrias presentes no hipotdlamo amplifiguem a inflamacéo
intracelular que, juntamente com o desequilibrio redox, contribuem para o
estresse do RE e alteracdo das funcBes dessa organela, fator este que
induz a superexpressao de SOCS-3 e inibicdo da sinalizacdo do receptor
de leptina (40,41).

Com o aumento do peso, o estado inflamatério e pré-oxidante se
encontram ativos e estdo constantemente se retroalimentando. A vista
disso, estudos tém relacionado a obesidade com o estresse do RE que
também se relaciona com as outras complicagbes (Figura 2), como a
resisténcia a leptina e insulina, inflamacdo crénica de baixo grau e
desequilibrio energético, colaborando para o agravamento da propria
obesidade (41,42).

I
> Resisténcia a leptina,

» Aumento do apetite.

inﬁémﬁéé’o

cardiacas

oxidativo e

“arterial fAMAcAs

Figura 2. Comorbidades gerais associadas a obesidade, advindos do cenario inflamatorio
e pré-oxidativo, com énfase na neuroinflamacdo que estd associada ao quadro de
resisténcia a leptina e consequente aumento do apetite.
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Para consolidar esse mecanismo, estudos demonstraram que ha
aumento da expressdo de SOCS3 no nucleo arqueado de animais
submetidos a dieta rica em gordura, e a sua superexpressdo induz a
resisténcia a leptina, obesidade e intolerancia a glicose. Em contrapartida,
a delecdo dessa proteina em neurdnios combate a obesidade induzida por
dieta (26,27). O estresse do RE e 0 aumento sistémico de citocinas pro-
inflamatérias também promovem a expressdo de protein-tyrosine-
phosphatase 1 (PTP1)-B no hipotalamo, que inibe a sinalizag&o pela leptina
e insulina por desfosforilar moléculas sinalizadoras, como a JAK2 (Figura
3). Sendo assim, baixos niveis da proteina PTP1-B favorecem a atividade
relacionada a leptina e melhora tal sensibilidade hipotalamica, combatendo
0 quadro de obesidade induzida por dieta (43,44).
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Figura 3. Mecanismo de resisténcia a leptina através da falha em sua sinalizagdo. Na
obesidade, os acidos graxos saturados presentes na dieta hiperlipidica ativam TLR, que
estimulam NF-kB a produzir citocinas pré-inflamatérias, causando estresse do RE. Por sua
vez, esse estresse promove a superexpressao de SOCS3 e PTP1-B, ambos reguladores
negativos de JAK2, bloqueando a sinalizacdo do receptor de leptina, assim resultando em
hiperleptinemia.
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Outro fator relacionado a essa condi¢do é a sinalizacéo de IL-6, uma
glicoproteina importante ao sistema imunoldgico que atua na diferenciacéo
celular em resposta as inflamacgdes sistémicas, afetando o metabolismo
lipidico, resisténcia insulinica e atividade mitocondrial, interferindo também
no sistema neuroenddécrino (45). Com a sinalizacédo de IL-6, h& ativagcéo de
JAK e, consequentemente, de diversas vias de sinalizacdo intracelular,
visto que a estimulacéo da via IL-6/JAK/STAT3 influencia na transcricédo de
genes envolvidos na proliferacdo, diferenciacdo, recrutamento e
sobrevivéncia, denota-se essencial o papel da SOCS3 na modulagéo dessa
via. Ainda, apés a ligacao de IL-6 com seus receptores, ha ativacao da via
JAK/MAPK (proteina quinase ativada por mitdbgeno) que ativa fatores de
transcricdo envolvidos no aumento da sintese de proteinas. Além disso, a
IL-6 induz a ativacdo da via Akt/PKB (proteina quinase B), através da
cascata de fosforilacdo envolvendo PI3K (Fosfoinositideo 3-quinase),
capaz de modular a expressdo de genes que atuam na sobrevivéncia
celular, assim associando a sinalizacdo de IL-6 com diversas doencas
inflamatorias (46).

Na tentativa de minimizar esses efeitos negativos da inflamacéo e do
estresse oxidativo na obesidade, o uso de compostos bioativos com
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias tem sido cada vez mais
investigada (47,48).

Bergamota (Citrus bergamia)

A bergamota (Figura 4) € um citrus encontrado no Sul da Italia, na
regido da Caldbria, e também no Brasil na regido de Cordeirdpolis, Séo
Paulo. Assim como outros citrus, a bergamota contém 6leos essenciais,
pectinas, pigmentos, ceras, cumarinas, psoralenos e polifenois. Seu fruto é
utilizado principalmente para a extracdo dos 6leos essenciais voltado a

indUstria cosmética, enquanto que seu suco € pouco consumido por
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apresentar sabor amargo (49). Porém, nos ultimos anos, seu significativo
teor de flavonoides tem despertado a atencdo de pesquisados por

apresentar potencial atividade antioxidante e anti-inflamatoria (50).

Figura 4. Folhas e fruto da bergamota (Citrus bergamia).
Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Cruz das Almas - Bahia,
Brasil.

Flavonoides sdo compostos polifendlicos amplamente presentes no
reino vegetal, sendo uma classe de matabdlitos secundéarios que
desempenham importantes func¢des para a sobrevivéncia da planta, como
atrair polinizadores, combater estresses e infecgces ambientais, além de
regular o crescimento celular (51). A estrutura dos flavonoides € composta
por dois anéis benzénicos ligados por um anel heterociclico contendo
oxigénio. Esses compostos podem ser categorizados em diferentes
subclasses dependendo das ligagdes quimicas realizadas em sua
estrutura, classificando-as como flavanois, flavanonas, flavonas,
isoflavonas, flavonois e antocianidinas. No geral, os flavonoides sao
metabolizados no intestino e no figado, mas a sua biodisponibilidade varia
de acordo com cada subclasse, oferecendo diversos efeitos benéficos para
a saude humana (52).

A vista disso, estudos relatam sobre efeitos hipolipémico e

hipoglicémico da bergamota (49,53) mostrando-se eficaz no tratamento dos
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pardmetros que compdem a sindrome metabodlica. Esse beneficio é
atribuido ao perfil polifendlico do suco dessa fruta, contendo uma série de
flavanonas e flavonas que ndo sdo encontradas na laranja e no limao.
Sendo assim, dentre os polifenois mais importantes, estdo as flavanonas,
como a naringina, neohesperidina, neoeriocitrina e glicosideo de eriodictiol;
e as flavonas, apigenina, luteolina, crisoeriol e glicosideos de diosmetina
(54). Além destes, também foram identificados derivados de flavonoides
diglicosilados como a melitidina e brutieridina, cuja estrutura quimica se
assemelha a das estatinas, assim comprovando que a bergamota difere dos
demais citrus tanto pela sua composi¢cado quanto pelo elevado teor desses
compostos (49,55).

Outros trabalhos experimentais também observaram efeitos
benéficos do suco do fruto de bergamota sobre parametros metabdlicos em
animais submetidos a dietas obesogénicas, dentre os quais, prevencgao da
hiperlipidemia, sugerindo que esse consumo promove a reducéo do risco
de doencas cardiovasculares (56). Ao mesmo passo, Musolino e
colaboradores demonstraram uma melhora da resisténcia periférica a
insulina, juntamente com uma melhora da funcdo hepatica em
camundongos submetidos a dieta ocidental (57). No entanto, estudos
analiticos mostram que para algumas plantas, como as que produzem
bagas, a composicédo fendlica da folha é semelhante a do fruto ou até
mesmo mais rica, apresentando potencial utilizacdo como fonte alternativa
para o desenvolvimento de suplementos alimentares, nutracéuticos ou
alimentos funcionais (58,59). Baseado nisso, um estudo caracterizando os
compostos bioativos presentes no extrato de folhas e fruto da bergamota,
mostrou que as folhas possuem uma quantidade maior de polifendis além
de apresentarem uma maior capacidade antioxidante e anti-inflamatoria in
vitro (54). Sendo assim, uma vez que nao ha trabalhos in vivo envolvendo
a acao do extrato das folhas da bergamota no tratamento da inflamacéo e

do estresse oxidativo em obesidade e comorbidades, uma investigacao
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torna-se relevante. Resultados positivos podem vislumbrar um produto

sustentavel, com acdo farmacolégica para sanar danos encontrados na

obesidade impedindo complicacdes.
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Justificativa e HipoGtese

A obesidade desencadeada pelo consumo de dietas ricas em acucar
e gordura esta associada a inflamacéo e ao estresse oxidativo, condicbes
que podem atingir diversos 6rgaos, dentre eles o cérebro, especificamente
o hipotalamo, bloqueando a correta fosforilacdo do receptor de leptina,
desencadeando assim um quadro de resisténcia a acdo desse hormonio.
Diante desse cenario, a hipétese do trabalho € que o extrato das folhas de
bergamota, devido as propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, é
capaz de atenuar a resisténcia a leptina por reduzir a inflamacdo e o

estresse oxidativo hipotalamicos (Figura 5).

Extrato das folhas
de Bergamota

Obesidade Disfungdo do Hipotalamo
Consumo de dieta rica Tecido Adiposo Estresse oxidativo
em acucar e gordura Estresse oxwlatwo . InAfIama\gao .
Inflamagdo Resisténcia a leptina

Aumento da leptina

Figura 5: A obesidade, induzida pelo alto consumo de dieta rica em acucar e gordura, esta
associada a inflamacéo e ao estresse oxidativo, condigdes que podem prejudicar diversos
orgdos. No tecido adiposo, promove alteragdo na secrecdo de adipocinas que, no
hipotalamo, interfere na correta fosforilacdo do receptor de leptina, desencadeando um
quadro de resisténcia a acao desse hormdnio. Diante disso, a hip6tese do trabalho é que
0 extrato da folha de bergamota, devido as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias,
€ capaz de atenuar a inflamacdo e o estresse oxidativo hipotalamicos, melhorando a
sensibilidade a leptina.
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Objetivo

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito terapéutico do extrato
das folhas de bergamota sobre a resisténcia a leptina em modelo

experimental de obesidade induzida por dieta rica em acucar e gordura.

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota sobre
0s parametros metabdlicos da obesidade.

Avaliar o efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota sobre
o estado RedOx e inflamatorio no tecido adiposo e hipotalamico.

Avaliar o efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota sobre

a via de sinalizacdo da leptina no hipotalamo.
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Efeito terapéutico do extrato das folhas de Bergamota (Citrus
bergamia) sobre a resisténcia a leptina em modelo experimental de

obesidade induzida por dieta rica em acucar e gordura

Erika Tiemi Nakandakare-Maia?; Juliana Silva Siqueira; Artur Junio
Togneri Ferron'; Thiago Luiz Novaga Palacio!; Jéssica Leite Garcial;
Giovanna Baron?; Giancarlo Aldini?; Fabiane Valentini Francisqueti-Ferron?;
Camila Renata Corréa'

! Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu.

2 Universidade de Mildo, Italia.

Resumo

BN

A inflamagdo e o estresse oxidativo consequentes a obesidade séo
associados a diversas complicacdes, como resisténcia a leptina. A
bergamota (Citrus bergamia) é um composto bioativo com acéo
antioxidante e anti-inflamatéria com beneficios no tratamento de algumas
doencas metabdlicas. Objetivo: avaliar o efeito terapéutico do extrato de
folhas de bergamota (B) sobre a resisténcia a leptina em modelo
experimental de obesidade induzida por dieta rica em aclcar e gordura.
Metodologia: ratos Wistar machos (n=28) foram distribuidos em 2 grupos:
dieta controle (C, n=14 animais) e dieta rica em acucar e gordura (HSF,
n=14 animais) por 20 semanas. Apés detectada hiperleptinemia, os grupos
foram redistribuidos em: controle e tratamento placebo (C, n=7); controle +
e tratamento com B (C+B, n=7); HSF e tratamento placebo (HSF, n=7); HSF
e tratamento com B (HSF+ B, n=7) por 10 semanas. A concentracdo do
extrato foi 50mg/kg de peso, diluido em agua e administrado diariamente
por gavagem; o placebo foi agua. Foram avaliados: parametros nutricionais,
parametros inflamatorios e de estresse oxidativo no tecido adiposo (TA) e
hipotalamo, comorbidades associadas a obesidade. Resultados: os
animais HSF apresentaram obesidade, sindrome metabdlica, resisténcia a
insulina, além de inflamagé&o e estresse oxidativo no TA e hipotdlamo; os
animais HSF+B, apresentaram melhora da inflamacdo e do estresse
oxidativo no hipotalamo e no TA, diminuigcdo da glicemia, triglicérides e
HOMA-IR, e dos niveis de leptina plasmatica. Concluséo: conclui-se que o
extrato das folhas de bergamota apresentou efeito terapéutico sobre a
resisténcia a leptina associada a obesidade.

Palavras chave: obesidade; resisténcia leptina; bergamota
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Introducéo

O consumo de dietas ricas em acucar e gordura induz a obesidade,
a qual é referida como um grande problema mundial de saude, sendo um
fator de risco para outras doencas, como diabetes tipo I, doencas
cardiovasculares, distlrbios imunolégicos e, inclusive, alguns tipos de
cancer (1). Em condicdes de balanco energético positivo, a expansdo do
tecido adiposo branco, principalmente pela hipertrofia, desequilibra a
producdo de hormdnios, citocinas e espeécies reativas de oxigénio,
resultando em disfuncéo do tecido adiposo, caracterizado por estresse
oxidativo e inflamacéo (2). Dentre as adipocinas, cuja secrecdo € alterada
por esse cenario fisiopatologico, esta a leptina, a qual exerce importante
funcao principalmente no consumo alimentar (3).

As concentracfes plasmaticas de leptina sdo proporcionais ao
volume de adipdcitos, e embora estejam geralmente aumentadas em
individuos obesos, sua acao fisioldgica € prejudicada devido a disfungéo do
tecido adiposo (4). Como esse mecanismo ainda nao foi totalmente
elucidado, ha alguns fatores que podem estar envolvidos nesse processo,
como a dessensibilizacdo do receptor de leptina por exposi¢cdo crbnica a
elevadas concentragbes desse horménio ou, ainda, uma falha em sua
sinalizacdo relacionada a superexpressdo de reguladores negativos,
induzindo a exposicéo cronica de hiperleptinemia que caracteriza o quadro
de resisténcia a leptina (5).

Na tentativa de controlar os danos causados por essa extensao
patolégica da obesidade, tem-se pesquisado sobre compostos bioativos
com acgao antioxidante e anti-inflamatéria. A bergamota é um citrus, ja muito
utilizado para a industria cosmética e alimenticia, tem despertado o
interesse de pesquisadores por sua composi¢ao rica em flavonoides com
potencial atividade antioxidante e anti-inflamatoria (6). Assim, nos ultimos

anos, varios estudos tém comprovado os efeitos hipoglicemiante e
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hipolipidémico da bergamota, mostrando sua eficacia no tratamento de
algumas doencas metabdlicas (7,8). Diante disso, a hipbtese desse
trabalho € que o extrato das folhas de bergamota, devido as propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias, € capaz de atenuar a resisténcia a leptina
por reduzir a inflamagé&o e o estresse oxidativo hipotalamicos. E o objetivo
foi avaliar o efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota sobre a
resisténcia a leptina em modelo experimental de obesidade induzida por

dieta rica em acucar e gordura.

Materiais e métodos

Animais e protocolo experimental

Nesse estudo, foram utilizados ratos Wistar machos (n=28), com 30
dias de idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista — UNESP, S&o Paulo, Brasil.
Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 2 grupos para receberem
dieta controle (C, n=14 animais), e a dieta rica em acucar e gordura, High
Sugar Fat, (HSF, n=14) por um periodo de 20 semanas. Na dieta HSF, tam-
bém inclui sacarose na agua de beber na concentracéo de 25%. O modelo
dietético segue o padrdo ja estabelecido e publicado por nosso grupo de
pesquisa (9). Apos detectada diferenca estatistica dos niveis plasmaticos
de leptina e o indice que avalia a resisténcia insulinica, os animais foram
redistribuidos em 4 grupos. No grupo controle, 7 desses animais receberam
a dieta controle com tratamento placebo (C+ P, n=7) e outros 7 animais
foram destinados a dieta controle com extrato da folha de bergamota (C+
B, n=7). A mesma redistribuicdo ocorreu no grupo HSF, mantendo a dieta
rica em agucar e gordura e a agua com sacarose 25%, sendo que 7 animais

receberam o tratamento placebo (HSF+P, n=7) e, para 0os outros 7 animais,
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o extrato da folha de bergamota (HSF+B, n=7), pelo periodo de 10 semanas
de tratamento, totalizando 30 semanas de experimento.

As ofertas de racdo e agua foram ad libitum. O consumo das dietas
e da ingestao calorica sob controle diario; a ingestao calorica foi determi-
nada pelo produto do consumo e teor energético das dietas. Para acompa-
nhar o desenvolvimento do animal, o peso corporal foi aferido semanal-
mente. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com
temperatura (24+2°C) e umidade controladas (55+5%), ciclo claro-escuro
(12-12hs) e meio enriquecido com toalhas de papel amassadas em formato
de bolas. O protocolo de estudo foi submetido para aprovacao pela Comis-
s&o de Etica em Experimentacéo Animal da Faculdade de Medicina de Bo-
tucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Sao Paulo, Brasil (CEUA:
1393/2021), e cumpriu as recomendac¢des do Guide for the Care and Use
of Experimental Animals. Concluidas as 30 semanas de experimento, 0S
animais permaneceram em jejum de 8 horas, para assim serem anestesia-
dos com tiopental (120mg/Kg/IP). Apoés verificar auséncia dos reflexos pal-
pebral, podal, interdigital e caudal, os animais foram eutanasiados por de-
capitacdo para a coleta dos tecidos e sangue necessarios para as avalia-
cbes. O sangue foi coletado em tubos Falcon, contendo o anticoagulante,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) na proporcédo de 0,1 mL para cada
5 mL de sangue e em seguida centrifugadas (3000rpm; 10 minutos a 4°C

em Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany).

Dieta

Nesse modelo dietético padronizado pelo nosso grupo de pesquisa,
temos dois tipos de dietas: controle e HSF. A dieta controle foi constituida
de farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, 6leo de soja, vitaminas e
minerais. Ja a dieta HSF continha farelo de soja, sorgo, casca de soja,

dextrina, vitaminas e minerais em quantias distintas, acrescida de frutose,
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banha suina e 25% de sacarose na 4gua potavel. A composic¢ao das racdes

se encontra na tabela 1.

Tabela 1. Composicao das racdes

Dietas
Ingredientes Controle HSF
Farelo de soja (g/kg) 335 340
Sorgo (g/kg) 278 80
Casca de soja (g/kg) 188.5 116.7
Dextrina (g/kg) 146.5 20
Sacarose (g/kg) - 80
Frutose (g/kg) - 180
Oleo de soja (g/kg) 14 -
Banha (g/kg) - 154.3
Minerais (g/kg) 25 25
Sal (g/kg) 4 8
Componentes
Proteina (%) 20 16
Carboidrato (%) 60 70
Gordura (%) 4 14.6
% Energia de proteinas 22.85 13.45
% Energia de carboidratos 66.78 58.69
% Energia de gordura 10.37 27.8
Energia (kcal/g) 3,59 4,35

HSF: adicdo também de 25% de sacarose na agua

Extrato da folha de bergamota e administracao

O extrato das folhas de bergamota foi providenciado pela
Universidade de Mildo através da parceria com o professor Dr. Giancarlo
Aldini. Para a extracdo dos polifenois, as folhas de bergamota foram
colhidas, picadas e adicionadas a uma solugdo de agual/etanol. Em
seguida, o etanol foi destilado e a solucdo de agua clarificada foi passada

por uma camada de resinas absorventes de poliestireno com poros,
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diametro compreendido entre 100 e 150 Angstrom. Os polifenois retidos
foram extraidos por elui¢céo do leito de resinas com etanol puro. A solugéo
etandlica obtida foi destilada a temperatura de até 40°C, obtendo-se um
concentrado de agua residual e polifenois, que foi seco por pulverizacéo,
assim resultando em um pé com menos de 40% de umidade.

A administracdo desse extrato, diluido em agua potavel, foi realizada
diariamente por gavagem com concentracdo de 50 mg/Kg de peso. Como
nao ha trabalhos com o extrato da folha de bergamota, a dose foi
estabelecida de acordo com os dados da literatura, que utilizam essa
concentracdo em estudos com o suco da fruta (10). Os animais do grupo
placebo receberam apenas agua potavel por gavagem, na mesma

frequéncia do grupo tratado.

Parametros nutricionais

O peso corporal foi verificado e registrado semanalmente, assim
permitindo o acompanhamento do ganho de peso durante todo o periodo
experimental. Os parametros nutricionais avaliados foram a ingestéo de
racdo, a ingestdo hidrica e a ingestdo caldrica. A ingestado calérica foi
determinada multiplicando o valor energético de cada dieta (g x Kcal) pelo
consumo diario de alimentos mais as calorias da agua (0,25 x 4 x mL

consumidas).
Caracterizagcao da obesidade
indice de adiposidade
O indice de adiposidade (lIA) foi utilizado como indicador de

obesidade, ja que permite avaliar precisamente a quantidade de gordura

corporal dos animais. Ap0s a eutanasia, foram dissecados os depésitos de
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gordura epididimal (TAE), visceral (TAV) e retroperitonial (TAR) dos

animais. O indice de adiposidade foi calculado a partir da soma dos

depdsitos normalizada pelo peso corporal, através da seguinte formula (11):
IA = [(TAE + TAR + TAV) /peso corporal final] x 100.

Pressdao Arterial sistélica

A andlise da presséo arterial sistélica caudal foi realizada por meio
da técnica de plestimografia, utilizando-se eletroesfigmomandémetro Narco
Bio-System® PE 300, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc,
Houston, TX, USA). Este método ndo permite avaliar a pressao arterial
diastolica. Os animais foram aquecidos (38°C), durante 5 minutos, em uma
caixa de madeira (50x40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada,
com a finalidade de causar vasodilatacdo da artéria caudal (12). Em
seguida, o manguito conectado a transdutor de pulso foi acoplado a cauda
do animal, sendo posteriormente insuflado (200 mmHg) e desinsuflado,
respectivamente, para registro das pulsacdes arteriais. Os registros foram
coletados em poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumenta Valley View,
Ohio, USA).

Perfil glicémico e niveis lipidicos plasmaticos

A concentracdo de glicose foi determinada pela puncdo da veia
caudal com o auxilio do glicosimetro (Accu-Check Performa, Roche
Diagnostics). Para a determinacao de triglicérides, utilizou-se o plasma e o
kit especifico (kit CELM®, Barueri, S&o Paulo, Brasil). O método utilizado
foi o enzimatico-colorimétrico e a analise foi realizada em aparelho
automatizado  (Technicon, RA-XTTM  System, Global Medical

Instrumentation, Minessota, USA).
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Niveis plasméaticos de leptina, insulina e resisténcia insulinica

A quantificacdo de leptina foi obtida no plasma por meio da técnica
de ELISA, utilizando kit comercial (Linco Research Inc., R&D Systems,
Millipore e B-Brigde International Inc.). A leitura foi realizada em
espectrofotometro de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, USA).

A quantificagdo de insulina também foi obtida no plasma por meio da
técnica de ELISA, utilizando kit comercial (Linco Research Inc., R&D
Systems, Millipore e B-Brigde International Inc.). A leitura foi realizada em
espectrofotometro de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, USA).

O modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina
(homeostatic model assessment of insulin resistance - HOMA-IR),
considerado marcador de resisténcia a insulina, foi calculado de acordo
com a férmula:

HOMA-IR = (glicemia de jejum (mmol/L) x insulina de jejum
(LU/mL))/22.5.

Indicadores de estresse oxidativo e concentracdo de adipocinas pro-

inflamatdrias no tecido adiposo e hipotalamo

A disfuncédo do tecido adiposo é a causa principal da obesidade
desencadeando em aumento de secrecao de adipocinas (13). Uma vez que
essas moléculas desencadeiam complicacbes e comorbidades, avaliamos
as concentracdes de citocinas pro-inflamatorias e indicadores de estresse

oxidativo no TAE e hipotalamo.
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Preparacao do tecido para Analises

Aproximadamente, 400mg de TAE foram homogeneizados em
solucéo fria de Phosphate-bufferid saline (PBS, 2mL, pH 7.4) usando o
ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA® Werke Staufen/Germany, e
centrifugados a 800rpm a 4°C por 10 minutos. A camada logo abaixo da
gordura foi coletada e, em seguida, as analises foram realizadas. Esse
material também foi utilizado para analisar a concentracdo de proteinas
totais pelo método de biureto através de kits comerciais (kits CELM®,
Barueri, Sdo Paulo, Brasil), para corre¢cdo das analises de adipocinas e
indicadores de estresse oxidativo.

J& para as analises hipotalamicas, aproximadamente 50mg de hipo-
talamo foram homogeneizados em solugdo fria de PBS (500uL, pH 7.4)
usando o ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA ® Werke Staufen/Germany, e
centrifugadas a 800rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado

e, em seguida, as analises foram realizadas.
Indicadores de estresse oxidativo

A carbonilacédo de proteinas foi quantificada pelo método adaptado
de Mesquita et al. (14). Em 100 pL de sobrenadante do tecido hipotalamico
foi adicionado 100 pL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2 M)
em placas contendo 96 weels. Em seguida, foram incubadas por 10 minutos
em temperatura ambiente e, posteriormente, foi adicionado 50 uL de NaOH
(6 M) e incubadas novamente nas mesmas condigdes. A leitura foi realizada
a 450 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®,

Sunnyvale, CA, USA) e o resultado foi obtido da absorbancia das amostras

e do coeficiente de extingdo molar (22000 m-1 cm'l), sendo o resultado

final expresso em nmol/mg de proteinas.
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O Malondialdeido (MDA) é um indicador de peroxidagéo lipidica.
Para a quantificagdo, foram utilizados 100 pL de sobrenadante de
homogenato de tecido hipotalamico (realizado por turrax na concentracéo
1:10 em solucdo de PBS) para 750 puL de acido tricloroacético 10%. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos
(Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany). Foi adicionado ao
sobrenadante acido tiobarbittrico (TBA) 0,67% na proporcao (1:1) e, em
seguida, as amostras foram aquecidas durante 45 minutos em banho Maria
a 100°C. O MDA reagiu com o TBA na proporcao 1:2 MDA-TBA e, apoés
resfriamento, foi realizada a leitura a 535 nm em leitor de microplaca
Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA). A

concentracdo de MDA foi obtida através do coeficiente de extingdo molar

(1,56x105 m-1 cm'l) e das absorbéncias das amostras, o resultado final foi

expresso em nmol/g de proteina.
Adipocinas proé-inflamatorias

As concentracdes de TNF-a e IL-6 foram quantificadas através da
técnica de ELISA, utilizando kits comerciais especificos (Linco Research
Inc., R&D Systems, Millipore e B-Brigde International Inc.). As leituras foram
realizadas em espectrofotbmetro de microplaca Spectra Max 190
(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).

Expressdes proteicas hipotalamicas de JAK-2, STAT-3 e SOCS-3

Para essas andlises, os fragmentos de hipotdlamo (50mg) foram
homogeneizados em tampédo de lise e submetidos a centrifugacdo. O
sobrenadante foi coletado e a concentracéo proteica analisada pelo método
Bradford?*. Ap6s a quantificacdo, as amostras foram diluidas em solucéo
tampéo, contendo Tris-HCI 50 mM (pH 6.8), 2-Mercaptoetanol 200 mM,
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SDS 2%, azul de bromofenol 0.1% e glicerol 10%. As diluicdes foram
aguecidas e submetidas ao processo de eletroforese para separacao das
proteinas, utilizando o sistema Mini- Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Em seguida, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), utilizando-se tampdo de transferéncia. Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram
bloqueados mediante incubacdo com solucdo a 0,5% de leite em pod
desnatado, dissolvido em tampé&o TBS-T pH 7,4. Logo apds, a membrana
foi lavada trés vezes em solugdo basal e incubada com os anticorpos
primarios especificos para receptor de leptina, Jak-2 total e fosforilado, Stat-
3 total e fosforilado, SOCS-3 e, posteriormente, com anticorpos
secundérios. Por fim, a imunodeteccao foi realizada pelo método de
guimioluminescéncia, conforme as instrucbes do fabricante (ECL
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate -Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA, 34080), e analisada por meio de um densitbmetro (GS-
710 calibrated imaging densit-ometer, Bio-Rad lab, CA, USA).

Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e apresentados
em meédia + desvio padrao, no caso das variaveis parameétricas, ou mediana
(intervalo interquartil (25 — 75)), para as variaveis ndo paraméetricas. Para
avaliar as diferengas entre os grupos, foi realizada a andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias, considerando estatisticamente significativo o valor
de p<0,05. Assim, para permitir a comparacdo entre todos 0s grupos, as
variaveis estatisticamente significativas foram submetidas ao teste pés-hoc
de Tukey. Essas analises estatisticas foram sucedidas através do programa
Sigma Stat para Windows verséo 3.5 (Systat Software, Inc., San Jose, CA,
USA).
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Resultados

Panorama nutricional e comorbidades em 20 semanas

As andlises nutricionais, metabdlicas e hormonais expressas na
tabela 2 se referem ao periodo de 20 semanas de dieta. O grupo HSF
apresentou peso mais elevado se comparado com o grupo controle. Os
parametros metabolicos como pressdo arterial sistolica, glicose e
triglicérides também se mantiveram superiores no grupo HSF em
comparagdo com o grupo controle, assim como os niveis hormonais de

insulina, leptina plasmatica e o indice de resisténcia insulinica (HOMA IR).

Tabela 2. Analises nutricionais, metabodlicas e hormonais na 202 semana

Parametros nutricionais Grupo Controle Grupo HSF Valor de p
Consumo ragéo (g/dia) 232+2 12,7+ 2 0,001
Consumo hidrico (ml/dia) 349+3 447+5 0,001
Consumo calérico (Kcal/dia) 845+8 90,8+9 0,063
Peso (g) 462 + 55 511 + 64 0,041
Comorbidades Grupo Controle Grupo HSF Valor de p
E’nr]ersaagt; arterial sistdlica 116+ 5 135 + 7 0,001
Glicose (mg/dl) 855+7 96 + 10 0,003
Insulina (ng/ml) 0,49 (0,45 - 0,64) 1,06 (0,69 - 1,43) 0,004
HOMA-IR 4,43 (3,95-5,29) 9,49 (6,73 - 14,28) 0,002
Triglicérides (mg/dl) 97,5 (40,5 - 10,8) 187 (89 - 24) 0,002
Leptina plasmaética (ng/ml) 2,24 (1,78 - 2,44) 3,37 (4,10) 0,038

Dados expressos por média + desvio padrdo, mediana (intervalos interquartis).
Comparacao por Teste t de Student, considerando estatisticamente significativo o valor de
p <0,05. HSF — high sugar fat diet.

48



Panorama nutricional e comorbidades em 30 semanas

A tabela 3 retrata os parametros nutricionais avaliados. Nestes, 0
grupo HSF mostrou superioridade no peso final, nos consumos hidrico e
calérico em comparacdo com o grupo Controle. Ja o grupo tratado com o
extrato apresentou menor consumo hidrico e calérico quando comparado
ao HSF, indicando a efetividade do tratamento com o Citrus bergamia,
sendo capaz de reduzir significativamente tais indices avaliativos no grupo

HSF tratado com bergamota.

Tabela 3. Andlises nutricionais na 302 semana

Grupos
Variaveis C CcC+B HSF HSF + B
Peso final (g) 4822+434 4829+830 579,9+79,0" 573,9+98,3°
~ Consumo 226+17 225+27 13,2+ 1,1% 11,6 +0,9%
alimentar (g/dia)
_consumo 334+19  356+36  514%3,7¢  459%2,1%
hidrico (ml/dia)
Consumo

# *$
calérico (Kcalldia) 82,4+6,0 81,9+9,9 98,6 +5,5 88,7+4,4

Dados apresentados em média + desvio padrao (n=7 animais/grupo). Comparagao por
ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey (p<0,05): #C vs HSF; *HSF vs HSF+B; $C+B
vs HSF+B. C- controle; HSF- dieta rica em acuUcar e gordura; B- bergamota.

Na figura 6, observam-se os indicadores de comorbidades, os quais
apresentam indices aumentados de triglicérides, glicemia, insulina e
resisténcia insulinica, determinado pelo indice HOMA, no grupo HSF em
relacdo ao controle. J& 0s mesmos niveis se encontram reduzidos no grupo
HSF tratado quando comparado ao HSF. Nota-se, inclusive, o elevado
indice de leptina plasmatica no grupo HSF contraposto ao grupo controle.
Contudo, verifica-se um baixo indice de leptina no grupo HSF tratado se
comparado com o grupo HSF, indicando que o extrato da folha de
bergamota teve o efeito terapéutico eficaz, ja& que a leptina plasméatica

aumentada remete ao quadro de resisténcia a leptina na obesidade,
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enquanto que menores niveis desse horménio no plasma sugerem melhor

interacdo com seus receptores alvos no hipotalamo.
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Figura 6. Indicadores de comorbidades. A- Pressao arterial sistélica (mmHg); B-
triglicerideos (mg/dL); C- glicemia (mg/dL); D- insulina (ng/mL); E- HOMA-IR; F- leptina
plasmatica (ng/mL). Dados expressos em média + desvio padrdo. Comparagdo por
ANOVA de duas vias com post-hoc Tukey (p<0,05). C— Controle. B— Bergamota. HSF—
high sugar fat. n=7 animais/grupo.

A figura 7 denota sobre a obesidade, caracterizada pelo indice de
adiposidade, e os parametros oxidativos e inflamatoérios do TAE, os quais

50



demonstraram que o grupo HSF apresentou maiores niveis de marcadores
oxidativos e inflamatorios se comparado ao grupo controle. E, em todas
essas analises realizadas no tecido adiposo, o grupo HSF tratado indica

diminuicdo nesses parametros em relacéo ao grupo HSF.
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Figura 7. Obesidade e parametros oxidativos e inflamatérios no TAE. A— indice de
adiposidade; B— carbonilacdo de proteinas (nmol/mg); C— malondialdeido (nmol/mL); D—
fator de necrose tumoral (pg/g de proteina); E- interleucina-6 (pg/g de proteina). Dados
expressos em média * desvio padrao. Comparacao por ANOVA de duas vias com post-
hoc Tukey (p<0,05). C— Controle. B— Bergamota. HSF — high sugar fat. n=7 animais/grupo.
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Os parametros oxidativos e inflamatorios hipotalamicos sao
observados na figura 8. Nota-se que o grupo HSF teve maiores niveis de
MDA e IL-6 em relacdo ao grupo controle. No entanto, o grupo HSF que
recebeu o tratamento mostrou efeito positivo tanto no estresse oxidativo
quanto no cenario inflamatério, dispondo de menores indices de

carbonilagcdo e MDA, assim como de TNF-a e IL-6 quando comparado ao

grupo HSF.
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Figura 8. Parametros oxidativos e inflamatérios hipotalamicos. A— carbonilagdo (nmol/mg);
B— malondialdeido (nmol/mg); C— fator de necrose tumoral (pg/g de proteina); D—
interleucina-6 (pg/g de proteina). Dados expressos em média + desvio padréo.
Comparacao por ANOVA de duas vias com post-hoc Tukey (p<0,05). C- Controle. B—
Bergamota. HSF- high sugar fat. n=7 animais/grupo.

Por fim, na figura 9, estao representados os resultados referentes as

analises das expressdes proteicas hipotalamicas de JAK2, STAT3 e
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SOCS3, as quais indicam a interagdo da leptina com seu receptor

especifico e sua acgdao fisiologica.
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Figura 9. Via de sinalizacdo da leptina. A- pJAK2/JAK2 total (expressao relativa); B- p-
STAT3/STATS total (expresséo relativa); C- SOCS3/b-actina (expresséo relativa). Dados
expressos em média * desvio padrao. Comparacao por ANOVA de duas vias com post-
hoc de Tukey (p<0,05). C— Controle. B— Bergamota. HSF— high sugar fat. n=7
animais/grupo.
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Discussao

Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito terapéutico do extrato
das folhas de bergamota sobre a resisténcia a leptina em modelo
experimental de obesidade induzida por dieta rica em agucar e gordura. Ja
€ bem estabelecido na literatura que o consumo de dietas ricas em agucar
e gordura promove obesidade, considerada fator de risco para o
desenvolvimento de diversas doencas, dentre elas, resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2, hipertensédo arterial, dislipidemia e outras (9,15).
Confirmando tais achados, nossos resultados demonstram que o grupo
HSF desenvolveu obesidade, caracterizada pelo aumento no indice de
adiposidade e sindrome metabdlica, definida pela hipertenséo, dislipidemia,
e resisténcia insulinica. Em contrapartida, o grupo HSF tratado com
bergamota apresentou melhora na sensibilidade a insulina e na
dislipidemia. Tais achados podem ser explicados pelos polifenois presentes
na bergamota, especialmente as flavanonas naringina, neoeriocitrina e
neohesperidina, encontradas geralmente em formas de agliconas ou
glicosiladas em frutas citricas, as quais desempenham efeitos
hipolipemiantes, antioxidantes e anti-inflamatérios. Também sé&o
identificados os diglicosideos neohesperidosideo e rutinosideo, por vezes,
com uma fracdo HMG adicional, que se liga a glicose e melhora a captacao
dessa molécula (16,17).

Diversas hipoteses tentam explicar a origem das comorbidades
associadas a obesidade, dentre elas, a disfung¢édo do tecido adiposo. Em
resposta a um balangco energético positivo, mecanismos dinamicos
reorganizam o tecido adiposo, alterando o numero e o tamanho dos
adipécitos maduros. Adipdécitos hipertrofiados secretam fatores paracrinos
(horménios e citocinas), de maneira desregulada, levando a inflamacgéo e
estresse oxidativo (18,19). Nesse sentido, pode-se observar que os animais

do grupo HSF apresentaram disfuncéo do tecido adiposo, uma vez que 0s
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niveis de TNF-a, IL-6, carbonilacgdo e MDA estavam elevados. Em
oposi¢cdo, os animais do grupo HSF + B apresentaram melhora da
inflamacdo e do estresse oxidativo apO0s o tratamento. Dentre o0s
componentes da bergamota com importante atividade anti-inflamatoria esta
a rutina, um flavonol glicosidico que também tem sido muito estudado
devido ao seu efeito antibacteriano, antidepressivo e quimiopreventivo (17).
Os polifenois parecem inibir a inflamacdo por meio da supressdo de
mediadores pro-inflamatorios associados as vias do NF-kB, MAPK
(Proteino-quinases ativadas por mitégenos) e AMPK (Proteina Quinase
Ativada por Monofosfato de Adenosina) (20). J& o efeito antioxidante da
bergamota pode ser explicado por quatro mecanismos distintos: 1-
eliminam diretamente as espécies reativas de oxigénio (EROs) devido a
presenca de grupos hidroxila fendlicos em suas moléculas; 2- podem
exercer atividade antioxidante através da regulacdo da producdo e
atividade de enzimas antioxidantes e oxidases endogenas; 3- podem
aumentar a atividade antioxidante celular através da regulacdo da via
mediada pelo Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2); 4-
podem neutralizar EROs via microRNAs reguladores (21).

A leptina regula a ingestdo de alimentos, a massa corporal, o
funcionamento reprodutivo e desempenha um papel vital no crescimento
fetal, respostas imunes pro-inflamatérias, angiogénese e lipdlise. No
entanto, em condicoes de obesidade, ocorre 0 aumento dos niveis
circulantes desse hormbnio a0 mesmo tempo que ocorre prejuizo das
funcBes desempenhadas, caracterizando o quadro de resisténcia a leptina
(22). A inflamacao e o estresse oxidativo desencadeados pela obesidade
sdo capazes de atingir o sistema nervoso central (SNC), inibindo o
transporte de leptina no cérebro, resultando em resisténcia a acédo desse
horménio. O aumento da expressao do supressor da sinalizagdo da
citocina-3 (SOCS3) é o principal indutor de resisténcia a leptina no SNC.

SOCS3 inibe potentemente a via JAK/STAT, formando assim um ciclo de
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feedback negativo (23). Nossos achados comprovaram que os animais do
grupo HSF apresentaram resisténcia a leptina, caracterizada por aumento
dos niveis de leptina circulantes, da inflamacéo e do estresse oxidativo no
hipotalamo, maior consumo calérico, maior expressao da SOCS-3 e menor
fosforilacdo da via JAK/STAT. Por outro lado, os animais HSF tratados com
bergamota apresentaram atenuacgéo da resisténcia a leptina, mesmo com
indice de obesidade similar ao do grupo HSF, mostrando que os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios da bergamota tiveram acdo local

hipotalamica, melhorando a sinalizagdo do hormonio no SNC.

Conclusao

Em suma, esse estudo mostrou que a obesidade induzida por dieta
desencadeou resisténcia a insulina, hipertenséo, dislipidemia, disfun¢éo do
tecido adiposo e resisténcia a leptina. Em contrapartida, o tratamento com
bergamota atenuou a resisténcia a insulina, dislipidemia e a resisténcia a
leptina. Assim, pode-se concluir que o extrato das folhas de bergamota foi
eficaz no tratamento da resisténcia a leptina em modelo experimental de

obesidade induzida por dieta rica em acucar e gordura.
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